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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN CILJI DELA 
 
Glavna reološka parametra, ki določata pretočne lastnosti snovi, sta viskoznost in elastičnost 
(Barnes in sod., 1989). Viskoznost je ena od glavnih fizikalnih sprememb v gojišču ob gojenju 
bakterij, od tega pa je odvisno, na primer gibanje bakterij, nastanek in mehanska odpornost 
biofilma, difuzija hranil ter hitrost potovanja medceličnih signalov. Bakterijske zunajcelične 
polimerne snovi (EPS) so tisti faktor, ki delajo gojišče viskozno in elastično (Stojković in sod., 
2015). Pri bakteriji Bacillus subtilis je do sedaj poznan EPS sestavljen iz zunajceličnih 
polisaharidov, proteinov, peptidov in nukleinskih kislin (Dogsa in sod., 2013). V delu smo 
opazovali mutanto bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp, ki ob rasti izrazito poveča viskoznost 
stresanega gojišča, v primerjavi z divjim sevom B. subtilis PS 216, pri enakih pogojih gojenja. 
Kemijska narava polimerov, ki povečajo viskoznost mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-
cfp, ni poznana. 
 
Raziskave so pokazale, da vir ogljika v gojišču vpliva na to, katere komponente prevladujejo v 
EPS-u. Tako v EPS-u iz bogatega gojišča s saharozo prevladuje levan, medtem ko EPS v 
revnem gojišču brez saharoze vsebuje več proteinov in DNA (Dogsa in sod., 2013). Vendar so 
reološke raziskave levana pokazale, da je ta polimer izrazito neviskozen, zato njegova 
prisotnost ne more opravičiti velikega povečanja viskoznosti gojišča pri mutanti bakterije B. 
subtilis PS 216 srf-cfp (Stojković in sod., 2015; Benigar in sod., 2014). Sevi bakterije Bacillus 
subtilis so sposobni proizvajati zunajcelični polimer poliglutamat (PGA). PGA tvori bakterija 
ob prisotnosti večjih količin glutamata v gojišču (More in sod., 2014). Pri raziskovanju 
neznanega viskoznega EPS mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp, smo pomislili na 
prisotnost PGA in levana. Cilj magistrskega dela je določiti reološke spremembe gojišča MMS 
ob gojenju mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp in te spremembe primerjati z divjim 
tipom bakterije B. subtilis PS 216. Nadalje želimo določiti kemijske lastnosti zunajceličnega 
materiala. 
 
1.2 DELOVNI HIPOTEZI 
 
 MMS gojišče z mutanto bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp bo imelo višjo 
viskoelastičnost v primerjavi z divjim tipom. 
 Zunajcelični material mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp je večinsko zgrajen iz 
polisaharidov. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 REOLOGIJA 
 
Reologija je interdisciplinarna veda o pretočnih lastnostih in deformacijah snovi ter snovnih 
sistemov. Z eksperimenti pridobimo informacije o tokovnem obnašanju tekočin ter o 
deformacijah trdnih snovi. Reološke lastnosti snovi se običajno nahajajo med dvema 
skrajnostima – idealna viskozna tekočina (npr. nizko-viskozno mineralno olje) in deformacija 
idealno elastične trdnine (npr. kroglica iz jekla). Obnašanje realnih materialov je kombinacija 
viskoznega in elastičnega obnašanja, zato lahko uporabimo izraz viskoelastično. Reometrija je 
način meritev, ki nam pomaga pridobiti reološke podatke. Poznamo različne merilne sisteme, 
instrumente, teste in metode analize (Barnes in sod.,1989; Mezger, 2011).  
 
Na reološke lastnosti snovi vpliva več parametrov, najbolj pomembni so: 
 strižna hitrost, strižna napetost (nizki-strižni ali visoki-strižni pogoji) 
 časovna perioda (kdaj na snov vplivamo in kdaj je mirovanje) 
 temperatura (Barnes in sod.,1989; Mezger, 2011). 
 
Ostali parametri, ki vpivajo na reološke lastnosti so koncentracije, prisotnosti trdnih delcev v 
suspenziji, prisotnost polimernih molekul v raztopini, tlak, pH, moč magnetnega ali 
električnega polja, UV radiacija (Barnes in sod.,1989; Mezger, 2011). 
 
Glede na reološke lastnosti tekočine delimo v dve skupini – Newtonske in ne-Newtonske 
tekočine. Newtonska tekočina je idealna viskozna tekočina, kjer sta strižna napetost (τ) in 
strižna hitrost (γ) v linearnem razmerju. Primeri Newtonskih tekočin so nizko-molekularne 
snovi, ki imajo molsko maso pod 10.000 g/mol. To so voda, mineralna olja (brez polimernih 
aditivov), silikonska olja in krvna plazma. Pri konstantnem tlaku in temperaturi so lastnosti 
Newtonskih tekočin naslednje: viskoznost se ne spreminja s strižno hitrostjo, viskoznost je 
konstantna v času delovanja strižne napetosti, uporabljena deformacijska energija se 
popolnoma porabi za trenje in je po končanem delovanju strižne napetosti ni mogoče pridobiti 
nazaj (Barnes in sod.,1989; Mezger, 2011).   
 
Vse tekočine, katerih obnašanja ne moremo opisati z Newtonovim zakonom in nimajo zgoraj 
naštetih lastnosti Newtonskih tekočin, so ne-Newtonske tekočine. Sem spada (slika 1): 
dilatacijsko, psevdoplastično in plastično obnašanje (Barnes in sod.,1989; Mezger, 2011). 
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Slika 1: Sprememba obnašanja različnih reoloških stanj tekočin ob večanju strižne napetosti (Kreyenschulte in 
sod., 2014: 4). 
 
V večini primerov se viskoznost snovi ob povečevanju strižne obremenitve zmanjšuje – takšno 
obnašanje imenujemo psevdoplastičnost (strižno redčenje), so pa tudi materiali, katerim se 
viskoznost povečuje s strižno obremenitvijo – dilatacijsko obnašanje (strižno zgoščevanje). 
Razmerje med strižno napetostjo (τ) in strižno hitrostjo (γ) je različno, zato je viskoznost 
odvisna od strižne hitrosti. Grafi strižnega redčenja (slika 2) imajo določeno obliko, kjer se 
lepo vidita dva konca konstantne viskoznosti (dva ekstrema) - ob začetnem delovanju nizke 
strižne hitrosti je viskoznost konstantna – prva (spodnja) Newtonova regija, ter na koncu pri 
najvišji strižni hitrosti – druga (zgornja) Newtonova regija (Barnes in sod., 1989; Mezger, 
2011).  
 
Slika 2: Znižanje viskoznosti viskoelastičnih snovi z naraščanjem strižne napetosti (strižno redčenje) (Barnes in 
sod., 1989: 17). 
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Velja, da so vse viskoelastične tekočine ne-Newtonske tekočine, vendar pa niso vse ne-
Newtonske tekočine viskoelastične – te uvrščajo med ne-elastične ne-Newtonske tekočine 
(Barnes in sod., 1989). Zelo malo raziskav je bilo narejenih na tem področju, so pa predstavili 
primere, kot so 0,5 % ksantan guma (Snyder in sod., 2010) in 1 % vodna raztopina Methocel 
(celulozni eter) (Chhabra, 2006). V tem delu se bomo osredotočili na viskoelastične materiale. 
Za viskoelastične materiale je značilno viskozno ter elastično obnašanje in s tem predstavljajo 
reološko najbolj kompleksen material. Ob povečevanju strižne deformacije (v določenem 
časovnem obdobju deluje sila) na tekočino se ta upira z viskozno in elastično komponento. 
Spremembe so lahko reverzibilne (prožna deformacija) ali ireverzibilne (trajna deformacija). 
Po določenem časovnem obdobju delovanja strižne hitrosti se lahko nekaj elastične 
komponente izgubi in tako ostane material deformiran – se ne povrne v popolnoma enako 
prvotno obliko. Tekočine lahko raziskujemo s sodobno napravo – reometer, ki omogoča 
različne rotacijske in oscilacijske teste. Z rotacijskimi testi okarakteriziramo viskozno 
obnašanje v odvisnosti od strižne hitrosti. Z oscilacijskimi testi pa preverimo viskoelastično 




Vsi materiali, ki kažejo tokovno obnašanje so kapljevine (tekočine in plini). Ob premikanju 
tekočine pride do trenja, pojavi se določen upor tekočine, ki se določi kot viskoznost tekočine. 
Viskoznost delimo na strižno viskoznost (dinamična viskoznost) in kinematično viskoznost. 
Za kinematično viskoznost se uporablja enačbo ν = η/ρ z enoto mm2/s in predstavlja strižno 
viskoznost (η) deljeno z gostoto (ρ). Običajno se kinematična viskoznost meri s kapilarnimi 
viskozimetri in viskozimetri s padajočo kroglico. Dinamično oz. strižno viskoznost idealnih 
viskoznih tekočin se izračuna s pomočjo enačbe η = τ/γ, kjer τ predstavlja strižno napetost 
(koeficient med silo in površino) in γ strižno hitrost (mera strižne deformacije), SI enota je 
Pa∙s. Meritve se danes izvajajo s sodobnimi reometri, ki omogočajo različne rotacijske teste 
(Barnes in sod., 1989; Mezger, 2011). 
 
 Oscilacijski testi (reometer) 
Z njimi preučujemo viskoelastične materiale (materiale nizkih viskoznosti, polimere, taline, 
suspenzije, gele in trdnine) na reometru. Obnašanje opisujemo z elastičnim modulom (storage 
moduls G') in viskoznim (loss moduls G''). To je tudi velika prednost oscilacijskih testov pred 
rotacijskimi, saj dobimo dva ločena podatka, ki opisujeta lastnosti materiala. G' opisuje 
shranjevanje deformacijske energije, ki ob koncu delovanja strižne sile omogoči vrnitev v 
prvotno stanje materiala (izničenje deformacije). G' tako opiše dinamične elastične lastnosti in 
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stabilnost materiala. Viskozni modul G'' opisuje del deformacijske energije, ki se uporabi za 
trenje in segrevanje snovi in se po končanem delovanju strižne sile ne uporabi za vzpostavitev 
začetnega stanja. Material zaradi tega postane trajno deformiran. G'' opiše dinamične viskozne 
lastnosti materiala. Pri idealnem elastičnem obnašanju popolnoma prevladuje G' nad G'' 
modulom, medtem ko je pri idealnem viskoznem obnašanju situacija obratna. Če sta modula 
primerljiva po velikosti (G' = G''), dobimo sol/gel prehodno stanje sistema. Za tekočine oz. 
tekoča stanja (sol stanje) velja G'' > G', za trdna stanja oz. gel stanje pa velja G' > G''. Material 
se v gel stanju obnaša bolj rigidno, kot so naprimer trdni materiali in stabilne paste. Medtem 
ko mnoge disperzije (npr. farmacevtski losjoni, premazi) kažejo G' > G'' stanje samo v 
linearnem viskoelastičnem območju,  kot naprimer tudi navzkrižno povezani polimeri 
(Mezger, 2011). 
 
2.1.1 Reologija biopolimerov in bakterijskih gojišč  
 
Reološko obnašanje polimernih tekočin je zelo kompleksno. Raznolikost in edinstvene 
lastnosti so posledica dolgih verig polimerov. Obstajajo možnosti začasnega povezovanja 
polimernih molekul preko med-molekulskih sil ali bolj trdna povezovanja preko kemijskih 
vezi. Če so verige polimera dovolj dolge, se pojavi prepletenost teh verig, s tem pa ima 
polimer povečano elastičnost in viskoznost. Najbolj pogosto se pri polimernih tekočinah ob 
povečanju strižne hitrosti pojavi psevdoplastičnost (strižno redčenje), takšna primera sta 
bakterijska polimera poli-γ-glutaminska kislina (v nadaljevanju γ-PGA) in levan. Strukturni 
elementi se uredijo v smeri toka tako, da se prepleteni polimeri raztegnejo. Najprej opazimo 
začetno konstantno viskoznost (prva Newtonova regija), nato se pri višjih strižnih hitrostih 
prične strižno redčenje. Pri večini primerov ne dosežemo druge Newtonove regije, kot je 
prikazano na sliki 3. (Barnes in sod., 1989; Mezger, 2011; Kreyenschulte in sod., 2014; 
Benigar in sod., 2014). 
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Slika 3: Strižno redčenje psevdoplastičnih polimernih tekočin ob povečanju strižne hitrosti (Barnes in sod., 1989: 
98). 
Na viskoznost polimerov vplivajo: 
 temperatura;  
ima velik vpliv na viskoznost polimerov. Z višanjem temperature se viskoznost 
manjša, ker se verige lažje razpletejo. 
 molekulska masa in stopnja razvejanosti verig;  
ko se začne veriga monomerov podaljševati, se poveča tudi viskoznost. Veliko k temu 
pripomore prepletanje polimernih verig, kar v določenih primerih lahko deluje kot 
kemijska povezava med molekulami. 
 koncentracija polimerne raztopine;  
pri zelo nizkih koncentracijah polimernih raztopin ni veliko interakcij med polimeri 
sosednjih molekul in temu primerno je tudi viskoznost nižja. S povečevanjem 
koncentracije polimerne raztopine preko kritične konecentracije (koncentracije, ko 
pride do prekrivanja volumnov sosednjih molekul) dosežemo eksponento povečanje 
viskoznosti (Barnes in sod., 1989).  
 
Gibanje tekočine lahko opišemo z Reynoldsovim številom (Re). Ta primerja magnitudo 
inercijskih sil in viskoznosti pri določenem toku. Re = ρUL/µ, kjer je ρ gostota 
tekočine[kg/m3], U je hitrost tekočine [m/s], L je dolžina objekta [m] in µ je viskoznost 
tekočine [Pa·s ali N·s/m2 ali kg/m·s]. Ljudje živimo pri Re 104 in se premikamo v metrih na 
sekundo. Plavajoči mikroorganizmi živijo pri veliko nižjem Re, zgornja meja je 10-3. Zato so 
bakterije (tudi B. subtilis) razvile mehanizem, ki jim omogoča gibanje tudi v viskoznih okoljih 
– biček (flagel). Medtem ko pritrditev celice na površino, spodbudi izločanje mešanice 
proteinov, polisaharidov in DNA, kar oblikuje obdajajoč matriks zunajceličnih polimernih 
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snovi (v nadaljevanju EPS), ki ima tako viskozne, kot tudi elastične lastnosti. EPS matriks 
poveže celice skupaj in reologija matriksa pomembno vpliva na rast, ureditev in odpornost 
multicelične strukture (Guasto in sod., 2012; Chew in sod., 2014; Persat in sod., 2015).  
 
Reološke lastnosti gojišča vplivajo na gojenje bakterijske kulture, saj vplivajo na difuzijo 
kisika, hranil ter prenos toplote. Bakterijska gojišča so primarno Newtonove tekočine. Zaradi 
izločanja biopolimerov in povečanja biomase se povečuje viskoznost gojišča, s tem pa dobimo 
ne-Newtonsko tekočino. Strižna napetost, ki deluje na kulturo bakterij ob gojenju, odnaša 
izločene komponente in vpliva na rast bakterij. EPS matriks ima viskozne, elastične in 
plastične komponente, ki omogočajo obrambo pred mehanskimi silami. Oblikujejo se tudi 
kanalčki, ki povečajo transport nutrientov znotraj EPS matriksa, kar je hitrejši način kot 
difuzija. Celična smrt lahko lokalno zmanjšuje trdnost EPS matriksa, prav tako lahko EPS 
bakterijske celice razgradijo in jim služi kot energijska rezerva. Biopolimere razgradijo v 
manjše fragmente s pomočjo zunajceličnih encimov. Posledično se zmanjša viskoznost in 
spremeni reologija bakterijskih gojišč (Wilking in sod., 2013; Kreyenschulte in sod., 2014; 
Persat in sod., 2015). 
2.2 Zunajcelične polimerne snovi (EPS)  
 
Mikroorganizmi proizvajajo EPS za obrambo pred okoljskim stresom, za shanjevanje 
hranilnih snovi, za zaščito pred predatorji, adhezijo, agregacijo, formacijo flokul ali biofilmov, 
za zadrževanje vode, sorpcijo organskih in anorganskih snovi, izmenjavo snovi, encimske 
aktivnosti in interakcije polisaharidov z encimi. (Badireddy in sod., 2010; Zhao in sod., 2015; 
Kreyenschulte in sod., 2014). Obstaja torej veliko razlogov, zakaj je dobro preučevati sestavo 
EPS materiala. EPS je pomemben za aktivno nastajanje mikrobnih agregatov, določa jim 
fizikalno-kemijske lastnosti (Nielsen in Jahn, 1999). Zgodovina odkrivanja biopolimerov sega 
v obdobje življenja Louis Pasteurja (sredina 19. stoletja), ko je odkril mikrobni produkt v vinu 
– dekstran, kasneje so tudi identificirali bakterijo, ki ga proizvaja. Leta 1886 so ugotovili, da je 
celuloza lahko tudi bakterijski produkt. Kmalu po odkritju izvenceličnih polimerov, so odkrili 
tudi znotrajceličnga – poliamid cianoficin pri cianobakterijah. Nekatere industrijsko in 
medicinsko pomembne polimere so odkrili v zgodnjem oz. srednjem 20. stoletju: alginat, 
ksantan, poli-γ-glutamat in polifosfat (Rehm, 2010). Mikroorganizmi izdelujejo EPS tako v 
suspendirani, kot v pritrjeni obliki (Nielsen in Jahn, 1999). 
 
Po kemijski sestavi je EPS kompleksna mešanica polisaharidov, proteinov in nukleinskih 
kislin, kar tvori različen razpon molekulskih mas in strukturnih značilnosti (Omoike in 
Chorover, 2004). Različne kombinacije povzročijo pri mikrobnih polimerih različne fizikalno-
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kemijske lastnosti (Sutherland, 2001). Flemming in sod. (2007) so predlagali sedem kategorij 
EPS po funkciji (strukturni, sorptivni, površinsko-aktivni, aktivni, informativni, redoks-aktivni 
in hranilni EPS).Vodotopni biopolimeri vsebujejo proteine, nukleinske kisline in nekaj 
polisaharidov, v vodi netopni polimeri pa vsebujejo celulozo, hitin in lipide. Organske 
komponente, ki jih najdemo v zunajceličnem matriksu so lahko produkt mikrobnega 
metabolizma, lahko nastajajo kot produkt metabolizma substrata v gojišču, ali pa nastanejo 
med celično lizo mikroorganizmov. Mikroorganizmi pogosto biopolimere izločijo izven celice 
(More in sod., 2014). Večino polimerov sestavljajo proteini in polisaharidi (lahko 
predstavljajo od 75 do 90 % EPS), medtem ko so nukleinske kisline in lipidi prisotni v 
manjših koncentracijah. Prisotni so tudi derivati, kot so lipopolisaharidi, glikoproteini in 
lipoproteini. Primeri mikrobnih polisaharidov so: glikogen, alginat, ksantan, dekstran, kurdlan, 
gelan, kolanična kislina, celuloza, hiarulonska kislina. Med poliamide uvrščamo: cianoficin 
(granulni peptid), poli-α-glutamat, ε-poly-L-lizin in različni poliestri (Rehm, 2010; Badireddy 
in sod., 2010; More in sod., 2014). 
 
Zhao in sod. (2015) navajajo, da je za bakterije značilna dvojna plast EPS-a in sicer je ena 
plast EPS šibko vezana na celice (LB-EPS; »loosly bound EPS«), druga plast EPS pa je tesno 
povezana s celicami bakterije (TB-EPS; »tightly bound EPS«), kot prikazuje slika 4. Fizikalno 
stanje samega EPS je v glavnem odvisno od pH in prisotnih ionov v okolju. LB-EPS lahko 
odstranimo le s centrifugiranjem, medtem ko moramo za TB-EPS uporabiti dodatne kemične 
metode (postopek z EDTA in formaldehidom, sonikacija) ali biološke metode (encimi). TB-
EPS in LB-EPS imata različne funkcije pri celični agregaciji, saj je pri poskusih dodajanja 
obeh EPS-ov celičnim kulturam Escherichia coli, le LB-EPS celice povezal v agregate, 
medtem ko TB-EPS ni prispeval k agregaciji. Zhao in sod. (2015) so izolirali LB-EPS več 
bakterij, med njimi tudi LB-EPS bakterije B. subtilis in ugotovili, da več LB-EPS povzroči 
hitrejšo agregacijo bakterijskih celic v vodi.  
 
Slika 4: Primer dvojne plasti EPS okoli bakterijskih celic (TB-EPS = tesno ob celici in LB-EPS = rahle povezave 
s celico) (Zhao in sod., 2015: 601). 
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Proizvodnja EPS ni »poceni« za bakterijo, z njo si zmanjša celično biomaso, potrebuje tudi 
zadostno količino ogljika in dušika (pravilno razmerje med njima). Pomembna so 
mikrohranila, primeren pH, temperatura, prisotnost kovin, aerobni ali anaerobni pogoji ter 
čiste ali mešane bakterijske kulture. Reološke lastnosti raztopin biopolimerov variirajo od 
viskoznih do plastičnih in njihove fizikalne lastnosti so odvisne od sestave in molekulske mase 
(Van Gestel in sod., 2014; Razack in sod., 2013; More in sod., 2014). 
 
Komponente EPS se pogosto uporabljajo v industriji kot gelirna sredstva, biosurfaktanti, 
emulgatorji, biosorbenti. Nekatere delujejo proti- tumorsko in so antioksidanti (More in sod., 
2014; Razack in sod., 2013). Zaradi takšnih lastnosti je človek pričel izkoriščati biopolimere v 
svojo korist. Ker se izločijo iz celice, jih lažje izoliramo iz mikrobne kulture in uporabimo v 
številnih aplikacijah. Danes predstavljajo biopolimeri odlično alternativo kemijskim 
polimerom zaradi lastnosti, kot so biorazgradljivost, visoka absorpcija, ne-toksičnost in 
izognemo se onesnaževanju okolja. Vedno bolj se krepi industrija in genski inženiring za 
bakterijsko produkcijo polimerov, saj imajo le-ti vse večjo vrednost v današnjem svetu (More 
in sod., 2014; Rehm, 2010). Vplive na mikrobno proizvedeni polimer je potrebno dobro 
preučiti, preden se začne z industrijsko proizvodnjo. Zelo pomemben faktor pri produkciji je 
način izolacije iz gojišča, saj je tudi komercialna vrednost polimera odvisna od enostavnosti 
proizvodnje in načina izolacije (Razack in sod., 2013; More in sod., 2014).  
2.3 BAKTERIJA Bacillus subtilis 
 
Gram-pozitivna aerobna bakterija Bacillus subtilis je ubikvitarna, pogosto prisotna v naravi 
(Chagneau in Saier, 2004). Prilagoditi se mora hitrim spremembam okolja: pomanjkanje 
nutrientov, izsuševanje, osmotski stres, protimikrobne učinkovine – antibiotiki, UV radiacija 
in temperaturne spremembe. B. subtilis preživi te spremembe zaradi prisotnih več obrambnih 
mehanizmov (Earl in sod., 2008). Sporulacija zagotavlja dolgoročno preživetje, saj se sproži 
ob pomanjkanju nutrientov, vendar sodeluje le polovica celic v bakterijski populaciji (Kearns 
in Losick, 2005). Izločanje EPS pa je izrednega pomena za preživetje v vegetativni rasti. EPS 
matriks omogoča drugačno reologija okolja za bakterije. Spremeni se difuzija snovi (hranil, 
kisika) in gibanje celic je omejeno. Ustvari se heterogeno okolje, saj nimajo vse bakterije 
enakih koncentracij hranil in kisika. EPS matriks si delijo različni tipi bakterijskih celic 
(nekatere rastejo aerobno, druge fermentativno, dormantne celice in mrtve celice) in dodatno 
se lahko pojavljajo tudi mutante. S tem, ko se bakterija prilagodi določenemu okolju, se 
nekatere biosintetske poti spremenijo ali postanejo nefunkcionalne (Earl in sod., 2007; Earl in 
sod., 2008; Marvasi in sod., 2010). 
 
  
Juršič N. Opis reoloških lastnosti rabljenega gojišča mutante Bacillus subtilis PS 216.  10 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
2.3.1 Rastne faze in morfologija 
 
Bakterija B. subtilis v laboratoriju ne potrebuje zelo zahtevnega gojišča. Npr. v LB gojišču pri 
30 °C in stresanju 150 rpm doseže B. subtilis eksponentno fazo po 4h in stacionarno fazo po 
24h (Omoike in Chorover, 2004). EPS začnejo bakterije proizvajati že v drugi polovici 
eksponentne faze in dosežejo maksimum v stacionarni fazi. Rastna faza bakterij vpliva na 
količino prisotnih eksudatov in vezanega EPS na celice. Raziskave kažejo, da je prosti EPS 
obogaten s polisaharidi v eksponentni fazi, medtem ko v stacionarni fazi rasti prevladujejo 
proteini (Omoike in Chorover, 2004; Marvasi in sod., 2010; Zhao in sod., 2015). Čeprav lahko 
preživijo v prosto plavajoči obliki, je najpogostejša oblika bakterijskih kolonij B. subtilis prav 
tvorba biofilma (pritrjena oblika) (López in sod., 2010). 
2.3.2 Biopolimeri bakterije Bacillus subtilis 
 
Glede na delitev EPS po funkciji (sedem kategorij), ki so jo predlagali Felming in sod (2007), 
so za EPS bakterije B. subtilis do sedaj dokazali prisotnost štirih funkcij – strukturni (nevtralni 
polisaharidi), sorptivni (nabiti polimeri), površinsko-aktivni (amfifilne molekule) in aktivni 
EPS (encimi) (Marvasi in sod., 2010). EPS divjih sevov B. subtilis ima širok razpon v 
velikosti (molekulske mase segajo od 0,57 do 128 kDa) in kemijski sestavi. Vsaka EPS 
komponenta ima različno funkcijo, nekatere so strukturne, druge signalne molekule, zaloga 
energije (rezerve) in nekatere skrbijo za pritrditev na površine (Marvasi in sod., 2010; 
Flemming in sod., 2007). S pomočjo EPS B. subtilis so tudi odstranjevali G+ (S. aureus) in G- 
(E. coli) bakterije iz rečne vode (More in sod., 2014). 
 
EPS bakterije B. subtilis predstavljajo EPS A-O, TasA, TapA in preko 200 drugih komponent, 
ki oblikujejo strukturo biofilma. Vendar ni znano ali je izbrani polimer značilen za večino 
divjih sevov bakterije B. subtilis, ali pripada le določenemu izolatu. Med njimi sta dva dobro 
preučena biopolimera: γ-PGA (sorptivni EPS) in levan (strukturni EPS). V nadaljevanju bosta 
tudi podrobneje opisana. Primer površinsko aktivnega EPS je lipopeptid surfaktin, katerega 
glavna funkcija je pomoč pri kolonizaciji bakterij ob tekmovanju za hranila (Dogsa in sod., 
2013; More in sod., 2014). 
 
B. subtilis proizvaja manj kapsularnega EPS in relativno več prostega EPS (eksudati) (Marvasi 
in sod., 2010). pH suspenzije je zelo pomemben faktor flokulacijske aktivnosti EPS. 
Flokulacija EPS bakterij Bacillus sp. je najboljša pri pH 3-5 (More in sod., 2014). Omoike in 
Chorover (2004) opisujeta vezavo in disociacijo protonov iz kislih funkcijskih skupin EPS, kar 
močno vpliva na konformacijo strukture EPS in s tem tudi na lastnosti EPS. 
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2.3.2.1 Poliglutamat 
 
V delu bomo podrobneje opisali γ-PGA, saj ga proizvaja veliko vrst bakterij rodu Bacillus. B. 
subtilis proizvaja topen γ-PGA, medtem ko je pri bakteriji B. anthracis γ-PGA v kapsularni 
obliki in prav pri slednji bakteriji sta Ivanovics in Bruckner leta 1937 prvič odkrila γ-PGA 
(More in sod., 2014; Do in sod., 2001; Ogunleye in sod., 2015). γ-PGA je anionski poliamid, 
sestavljen iz posameznih enot D- in L-glutaminske kisline, ki so med seboj povezane z α-
amino in γ-karboksilnimi skupinami (Lee in sod., 2014). Poznamo dve izoformi PGA (α-PGA 
in γ-PGA), odvisno kam se pripne karboksilna skupina, bolj pogosta oblika je γ-PGA. γ-PGA 
je lahko sestavljen samo iz L-glutaminskih kislin (γ-L-PGA), samo iz D-glutaminskih kislin 
(γ-D-PGA) ali pa je kombinacija obeh oblik (γ-LD-PGA). Polimerizacija glutamata z γ-
povezavo poteka znotraj celice neodvisno od ribosoma, encim poliglutamat sintetaza 
(PgsBCA) polimerizira in transportira γ-PGA čez celično membrano (Buescher in Margaritis, 
2007; Ogunleye in sod., 2015). Je zelo viskozen polimer z molekulsko maso tudi do 10
4
 kDa 
(Marvasi in sod., 2010). γ-PGA je povezan z mukoidnim izgledom bakterijskih kolonij in 
lahko igra vlogo pri oblikovanju biofilmov bakterije B. subtilis. 
 
 
Slika 5: Struktura poli-γ-glutaminske kisline (γ-PGA) (Rehm, 2010: 580). 
 
γ-PGA je biorazgradljiv, užiten, vodo-topen in ni toksičen za ljudi in okolje. Zato je veliko 
predlogov, kje bi ga lahko uporabili oz. ga že uporabljamo: biorazgradljiva plastika, flokulanti 
(rastlinske čistilne naprave), biološko lepilo, živilski dodatek, zgoščevalec, prenašalec 
zdravila, kot vlažilec, ohranja naravno vlažnost v materialu, krioprotektant, gnojilo, vodni 
absorbent težkih kovin, za enkapsulacije in v kozmetiki. γ-PGA inhibira rast nekaterih 
patogenih bakterij, kot so Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium, Staphylococcus 
aureus, Klebsiella pneumonia in E. coli. Biopolimer tudi dobro absorbira kovine in prav zato 
je izjemno uporaben v agrokulturi in čistilnih napravah. Aplikacije variirajo glede na 
fizikalno-kemijske lastnosti γ-PGA, ki se razlikujejo glede na produkcijski mikroorganizem in 
način gojenja bakterij. Pomembna lastnost je molekulska masa, ki definira potencialno 
uporabo polimera. Ta pa je odvisna od bakterijskega seva, sestave gojišča, pogojev gojenja in 
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razgradnih encimov, ki jih bakterije izločajo v gojišče v poznih fazah rasti (Do in sod., 2001; 
Lee in sod., 2014; de Cesaro in sod., 2014; Kreyenschulte in sod., 2014). 
 
Biosinteza γ-PGA zahteva ATP in glutaminsko kislino kot substrat, Mg2+ pa služi kot 
kofaktor. Poliglutamat sintetaza (PgsBCA) polimerizira in transportira γ-PGA čez celično 
membrano. So tudi izjeme med bakterijskimi vrstami Bacillus, ki ne potrebujejo glutaminske 
kisline kot substrat, saj ustvarijo glutaminsko kislino »de novo« v TCA ciklu. Nastanek γ-
PGA je zaustavljen, če gre celica v sporulacijo. Prav tako γ-PGA ni nujen za celično rast ali 
nastanek biofilma. Kaj je potem namen tega polimera, v katerega vloži bakterijska celica 
toliko energije? γ-PGA je vključen v formacijo biofilma, da spodbudi stik celica-površina 
preko mostičkov (Ca2+ in Mg2+), saj deluje kot vmesnik, zaradi negativno nabitih celičnih 
površin. Trenutno še ni jasnega odgovora o funkciji tega polimera v naravnem okolju. 
(Buescher in Margaritis, 2007; de Cesaro in sod., 2014).  
 
Produkcija polimera je odvisna od bakterijskega seva ter od komponent v gojišču (Dogsa in 
sod., 2013). Bakterije izločajo γ-PGA preko celične stene v kapsulo okoli bakterije in v 
gojišče. Dodatek L-glutaminske kisline v gojišču je bil nujen, vse dokler niso odkrili 
bakterijskih sevov B. subtilis C1 in B. subtilis C10, ki so od L-glutaminske kisline neodvisni 
producenti. Takšni bakterijski sevi so seveda bolj zaželeni v industriji zaradi nižjih stroškov, a 
je hkrati pogost negativen efekt manjša produkcija γ-PGA (Kreyenschulte in sod., 2014; 
Ogunleye in sod., 2015). S povečevanjem produkcije γ-PGA postaja gojišče vedno bolj 
viskozno, hkrati se zmanjšuje transport kisika. Zato v bioreaktorjih povečujejo mešanje. 
Največ kisika potrebujejo bakterije (tako za celično rast, kot za tvorbo γ-PGA) v zgodnji 
eksponentni fazi rasti, še preden izločijo γ-PGA. Ko kultura doseže maksimum γ-PGA v 
gojišču, v pozni eksponentni fazi rasti in zgodnji stacionarni fazi, ne potrebuje več toliko 
kisika, kot na začetku procesa (Do in sod., 2001; Richard in Margaritis, 2002; de Cesaro in 
sod., 2014). 
 
Pogoji gojenja bakterijskih kultur vplivajo na strukturo γ-PGA in sooblikujejo funkcijske 
lastnosti. Raztopina γ-PGA se obnaša psevdoplastično, vendar pa je strukturna konfiguracija 
γ-PGA odvisna od ionizacije stranskih verig molekule. Pri višjem pH od 6,2 pa je polimer v 
naključno zviti konformaciji, ima polianionske karakteristike in boljšo funkcionalnost za 
povezavo na kationsko molekulo ali površino. pKa točka γ-PGA je pri 2,6. Viskoznost medija, 
ki je posledica konformacije polimera, predstavlja velik problem pri separaciji celic od 
polimera. Boljša izolacija materiala je zagotovljena z znižanjem pH gojišča (s 3 M HCl) na pH 
= 3, saj s tem povzročimo zmanjšanje viskoznosti gojišča in zeta potenciala celic (Manocha in 
Margaritis, 2010; de Cesaro in sod., 2014; Kreyenschulte in sod., 2014). 
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Za γ-PGA, ki ga proizvaja B. subtilis so ugotovili, da se razkroj pojavi tudi po odstranitvi 
celic. Vzrok je izločen encim endo-γ-glutamil peptidaza, ki razcepi γ-PGA na manjše 
fragmente od 10
5
 Da že v fazi gojenja kulture. Tako se zmanjša molekulska masa γ-PGA in 
posledično tudi viskoznost celotne raztopine. Zato je potrebno pazljivo določiti čas celotnega 
procesa proizvodnje γ-PGA. Če je čas gojenja predolg, izgubljamo produkt γ-PGA, če je 
prekratek, pa polimer ne bo dosegel maksimalne koncentracije in molekulske mase. Razgrajen 
γ-PGA je dober vir ogljika in dušika, zato predstavlja rezervo virov za bakterijske celice. 
(Buescher in Margaritis, 2007; Rehm, 2010; Kreyenschulte in sod., 2014). 
 
2.3.2.2 Levan   
 
Levan spada pod strukturni EPS, zato je pomembna strukturna komponenta mikrobnih 
biofilmov (Marvasi in sod., 2010; Stojković in sod., 2015; Benigar in sod., 2014). Znano je, da 
bakterija B. subtilis v bogatem gojišču s saharozo izdeluje ekstracelularni polisaharid levan 
(Dogsa in sod., 2013). Levan je neionski homopolimer D-fruktofuranozil monomerov z β 
(26) povezanimi fruktozami, veriga se lahko občasno razveja z β (21) vezjo. Molekulska 
masa je lahko zelo različna, od 10 do 107 kDa. Različne povezave med molekulami 
povzročajo heterogenost in tako omogočajo različne lastnosti polimera v raztopini (Stojković 
in sod., 2015). Levan je ne-toksičen, brez vonja in okusa, zato lahko ta polisaharid uporabljajo 
v številnih aplikacijah v farmaciji (zgoščevalec, stabilizator, protitumorsko delovanje, za 
kapsulacijo), medicini, kozmetiki, živilski in tekstilni industriji (Shih in sod., 2011; Srikanth in 
sod., 2015).  
 
Slika 6: Struktura levana (Srikanth in sod., 2015: 105). 
 
Da bakterijske celice izdelujejo levan je pomemben dodatek saharoze v gojišču. Levansukraza 
je zunajcelični encim, ki katalizira sintezo levana iz saharoze. Pri tem pa glukozo izloči nazaj 
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v gojišče (Dogsa in sod., 2013; Shih in sod., 2011). Levan je rahlo pripet na bakterijsko celico 
kot EPS, kar daje bakterijskim kolonijam tipičen mukoiden izgled (Stojković in sod., 2015). 
Ko v gojišču primanjkuje fruktoze se sproži degradacijski encim levanaza, ki razcepi levan na 
monomere (Wanker in sod., 1995). 
 
Je dobro vodotopen polimer z nizko viskoznostjo, saj se pri nizkih koncentracijah raztopina 
obnaša podobno kot voda, torej kot Newtonska tekočina (Stojković in sod., 2015). Rahlo 
psevdoplastično obnašanje (strižno redčenje) raztopine se opazi pri 4 % (w/v) ali višjih 
koncentracijah, kar potrdi, da je to ne-Newtonova tekočina. Ravno zaradi nizke viskoznosti je 
neverjetna njegova večja strukturna funkcija pri stabilnosti biofilma, hkrati pa oscilacijski testi 
potrdijo zelo dobro elastičnost levana. Še vedno je neznana vloga levana v biofilmu. 
(Stojković in sod., 2015; Benigar in sod., 2014).  
 
Zaradi velike uporabnosti levana, se trudijo izboljšati produkcijo z mikroorganizmi. Gojišče še 
vedno potrebuje saharozo, vire dušika in mikroelemene, veliko raziskav pa poteka v iskanju 
boljših proizvodnih bakterijskih sevov. Po koncu gojenja se odstrani bakterijske celice s 
centrifugiranjem. Raztopina levana se obori s hladnim etanolom (75 % v/v). Glukozo, ki je 
bakterija B. subtilis ne porabi pri sintezi levana, lahko dobro izkoristijo druge bakterije (Shih 
in sod., 2011). 
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 Natrijeva sol poli-L-γ-glutaminske kisline (Sigma ALDRICH, ZDA) 
 Bradford reagent (Sigma ALDRICH, ZDA) 
 Goveji serumski albumin (BSA) (Sigma ALDRICH, ZDA) 
 α-naftol (Merck) 
 BCA reagent:  
- raztopina bikinkonske kisline (Sigma Aldrich, ZDA) 
- 4 % raztopina bakrovega (II) sulfat pentahidrata  
 dabsil-klorid (DABS-Cl) (SUPELCO, ZDA) 
3.1.2 Gojišča  
 
Trdno gojišče LB:  
Sestavljeno iz 1,0 % (w/v) triptona, 1,0 % (w/v) NaCl, 0,5 % (w/v) kvasnega ekstrata in 1,5 % 
(w/v) agarja. Mešanico (Sigma Aldrich) raztopimo v vodi ter avtoklaviramo pri temperaturi 
121 °C. 
 
Trdno gojišče LB Cm:  
Sestavljeno iz 1,0 % (w/v) triptona, 0,5 % (w/v) kvasnega ekstrata, 1,0 % (w/v) NaCl in 1,5 % 
(w/v) agarja. Mešanico (Sigma Aldrich) raztopimo v vodi, avtoklaviramo pri temperaturi 121 
°C, ohladimo v vodni kopeli ter dodamo 5µg/ml antibiotika kloramfenikol (Cm). Antibiotik 
kloramfenikol smo imeli v založni koncentraciji 10 mg/ml. V 0,2 l ohlajenega trdnega gojišča 
LB smo tako dodali 100 µl antibiotika kloramfenikola. 
 
Tekoče gojišče LB:  
Sestavljeno iz 1,0 % (w/v) triptona, 1,0 % (w/v) NaCl in 0,5 % (w/v) kvasnega ekstrakta. 
Mešanico (Sigma) raztopimo v vodi ter avtoklaviramo pri temperaturi 121 °C. 
 
Tekoče gojišče MMS:  
Založne koncentracije raztopin, ki jih potrebujemo za pripravo gojišča MMS so: 50 mM 
NH4NO3, 16,7 mM KH2PO4, 66,7 mM Na2HPO4 x 2 H2O in 33,3 mM (NH4)2HPO4, 50 mM 
CaCl2 x 2 H2O, 40 mM MnSO4 x H2O, 15 mM NaEDTA, 20 mM FeSO4 x 7 H2O, 60 mM 
MgSO4 x 7 H2O in 0,6 M glukoza.  
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Priprava posameznih raztopin za sestavo gojišča MMS (Wei in Chu, 1998; Wei in Chu, 2002; 
Wei in sod., 2007): 
  
Viri dušika in puferizacija:  
 v 0,5 l steklenico s 0,4 l dH2O dodajamo v vrstnem redu: 1,60 g NH4NO3, 0,91 g 
KH2PO4, 4,75 g Na2HPO4 x 2 H2O in 1,76 g (NH4)2HPO4. Ob dodatku vsake 
komponente počakamo, da se dobro raztopi. Pomagamo si z magnetnim mešalom. 
 Mikroelementi:  
vsaka raztopina posebej (1 ml): 0,0074 g CaCl2 x 2 H2O, 0,0068 g MnSO4 x H2O, 
0,0055 g NaDTA in 0,0557 g FeSO4 x 7 H2O pripravimo vsako raztopino v 15 ml 
falkonsko epruveto. Za raztopino MgSO4 zatehtamo 0,592 g soli MgSO4 x 7 H2O v 40 
ml  vode. 
 Vir ogljika:  
v 0,5 l steklenico dodamo 0,4 l dH2O ter 43,24 g glukoze.   
 
Vse komponente avtoklaviramo pri temperaturi 110 °C, izjema je raztopina železa, ki jo 
filtriramo. Priprava za 25 ml končnega gojišča: 9,2 ml glukoze, 15 ml viri dušika in 
puferizacija (NH4NO3, KH2PO4, Na2HPO4 x 2 H2O, (NH4)2HPO4), 3,5 µl CaCl2 x 2 H2O, 6,7 
µl NaEDTA, 1 ml MgSO4 x 7 H2O, 10 µl FeSO4 x 7 H2O in 6,25 µl MnSO4 x H2O. Vse 
komponente gojišča dodajamo aseptično. 
 Različni viri sladkorja: 0,6 M fruktoza, 0,3 M saharoza, 0,72 M L-Na-glutamat. 
Naredimo posamezne raztopine (50 ml):  5,4 g fruktoze; 5,13 g saharoze; 6,75 g L-Na-
glutamat. Različne vire sladkorjev (vir ogljika) dodamo gojišču v enaki količini, kot 
glukozo pri osnovnem gojišču MMS. Pri kombinaciji glukoza + glutamat smo vsake 
raztopine dodali 4,6 ml / 25 ml gojišča. 
 
3.1.3 Bakterijski sevi 
 
Uporabili smo sev bakterije Bacillus subtilis PS 216 wt in mutanto bakterije Bacillus subtilis 
PS 216 srf-cfp s kloramfenikol (Cm) rezistenco (iz zbirke na Katedri za mikrobiologijo, I2, 
pozicija 23). Mutante nismo uporabili za opazovanje srf (surfaktin) operona, zato tudi nismo 
uporabljali ciano fluorescenčni protein (cfp) za opazovanje mutant bakterij. Predvidevamo, da 
so z dodatkom cfp na surfaktinski operon sprožili drugačno mutacijo, katere posledica je 
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3.2 METODE 
3.2.1 Gojenje bakterij 
 
Bakterijske seve B. subtilis smo vzeli iz zmrznjene kulture na -80 °C in nacepili sev wt 216 na 
trdno gojišče LB ter sev srf-cfp na trdno gojišče LB Cm v končni koncentraciji 5µg/ml. Plošče 
smo inkubirali 48 ur na temperaturi 28 °C. Nato smo iz plošč precepili seve v tekoče gojišče 
LB in gojili prekonočne kulture (do 15 ur) na 28 °C pri 200 obr./min. S fotometrom smo 
pomerili optično gostoto kulture in preverili ali je celična rast v obsegu OD650 (1,0 do 1,3) a.e. 
Nato smo dodali 0,01 % inokulum prekonočne kulture v tekoče gojišče MMS in inkubirali 
erlenmajerice pri 37 °C na 200 obr./min do 24 ur. 
 
3.2.1.1 Gojenje bakterij v gojišču z različnimi viri sladkorja 
 
Namesto 0,6 M založne raztopine glukoze, smo gojišču MMS dodali enako količino ogljika s 
saharozo, fruktozo, glutamatom in kombinacijo glukoze in glutamata. Seva smo gojili v MMS 
gojiščih z različnimi sladkorji pod enakimi pogoji, kot gojišča MMS z glukozo, torej 
inkubirali pri 37 °C na 200 obr/min do 24 ur. 
3.2.2 Izolacija EPS 
 
Po 13,5 – 15 urah smo prekinili inkubacijo bakterij v gojišču MMS in najprej pomerili optično 
gostoto celic s spektrofotometrom pri OD650. Material smo centrifugirali (10.000 g, 20 min) in 
odvzeli supernatant. Odvzet supernatant smo ponovno centrifugirali (10.000 g, 10 min), zopet 
odvzeli supernatant ter s svetlobnim invertnim mikroskopom preverili, če smo uspešno 
odstranili bakterijske celice. V supernatant z EPS-om smo dodali tri-kratni volumen 
ohlajenega 96 % etanola. Z rahlim stresanjem smo povzročili obarjanje materiala in počasno 
nastajanje kroglice iz oborjenih delcev EPS-a. Etanol smo odlili in s plastično mikrobiološko 
zanko kroglico premaknili v mikrocentrifugirko. Kroglico izoliranega materiala smo sušili v 
termobloku pri temperaturi 30 - 40 °C. Kasneje smo ugotovili, da je centrifugiranje še bolj 
učinkovito, če umerimo pH gojišča na vrednost 3,0, saj s tem znižamo viskoznost polimera in 
olajšamo odstranjevanje celic (Do in sod., 2001). Za vse teste smo uporabljali izoliran EPS iz 
izrabljenega gojišča MMS z glukozo, brez postopka zakisanja na pH vrednost 3. Različno 
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3.2.3 Določitev reoloških lastnosti stresanih kultur 
 
3.2.3.1 Določanje kinematične viskoznosti 
 
Seva smo gojili tako, kot je opisano v podpoglavju 3.2.1. Kinematično viskoznost smo merili z 
viskozimetrom s padajočo kroglico (Thermo Fisher Scientific). Princip delovanja temelji na 
potovanju steklene ali nerjaveče jeklene kroglice skozi tekočino. Viskozimeter smo postavili 
pravokotno na površino, vanj nalili tekočino (približno 5 ml), kateri smo želeli izmeriti 
kinematično viskoznost in spustili kroglico. S štoparico smo merili in beležili čas potovanja 
kroglice od začetne do končne označene črte na viskozimetru. Za primerjavo smo uporabljali 
standardno tekočino glicerol. Enačba za preračun časa potovanja kroglice v kinematično 
viskoznost (cP) je: 
 
η = K ∙ (ρf – ρ) ∙ t           … (1) 
 
η = kinematična viskoznost (cP) 
K = konstanta viskozimetra (v našem primeru velikost 3, kar pomeni K = 35) 
ρf = gostota kroglice (steklena kroglica = 2,53 g/ml) 
ρ = gostota tekočine (glicerol ima ρ = 1,261 g/ml) 
t = čas potovanja kroglice od začetne do končne točke merilne poti viskozimetra (s) 
 
Najprej smo opravili meritve glicerola, saj smo za preračun časov potovanj kroglice v 
izrabljenih gojiščih MMS obeh sevov bakterije B. subtilis potrebovali standardno tekočino, 
katere gostoto poznamo (priloga A).  
3.2.3.2 Določanje dinamične viskoznosti 
 
Seva smo gojili tako, kot je opisano v podpoglavju 3.2.1. in 3.2.1.1. z različnimi viri 
sladkorjev. Po 13,5 urah gojenja smo izmerili optično gostoto vseh izrabljenih gojišč MMS ter 
odvzeli 2 x 1 ml kulture v dve mikrocentrifugirki. Eno smo centrifugirali (17.000 g, 30 min) s 
centrifugo (5424 Eppendorf, Hamburg, Nemčija), druge mikrocentrifugirke pa nismo 
centrifugirali. Preverjali smo dve reološki lastnosti izrabljenih gojišč MMS, in sicer viskoznost 
(rotacijski test) in elastičnost (oscilacijski test). Meritve smo izvajali z reometrom Anton Paar 
(Modular Compact Rheometer MCR 302) s sistemom stožec – plošča . Stožec (CP-50) je imel 
polmer 25 mm, kot 1 °, temperatura merjenja je bila 20.00 ± 0,01 °C. S pipeto smo nanesli 
približno 600 µl vzorca, da smo zapolnili prostor med ploščo in stožcem (0,102 mm).  
Rotacijski test (meritve viskoznosti): 
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Pri meritvah viskoznosti (mPa∙s) smo opravili meritve pri strižnih hitrostih od 1 s-1 do 500 s-1 z 
logaritemskimi koraki v 30 točkah. Dolžina meritve do prve točke je bila 30 s ter pri zadnji 2 s 
(log). Poskus smo ponovili štirikrat. 
 
Oscilacijski test (meritve viskoelastičnosti): 
Meritve viskoelastičnosti (mPa) smo izvajali pri strižni deformaciji (γ) od 0,1 do 1010 % z 
logaritemskimi koraki v 21 točkah in kotni frekvenci omega = 10 rad/s. Dolžina meritve do 
prve točke je bila 50 s ter pri zadnji 10 s (log).  Poskus smo ponovili štirikrat. 
 
3.2.4 Kemijska analiza EPS 
 
Za analize smo uporabljali 1 % raztopine EPS v dH2O. Material je dobro topen v vodi. 
Predpostavljali smo, da sestavljajo EPS v večini polisaharidi in proteini, manjši del pa 
prispevajo nukleinske kisline.  
 
3.2.4.1 Določanje vsebnosti proteinov z Bradfordovim reagentom 
 
Pripravili smo si umeritveno krivuljo s standardno raztopino govejega serumskega albumina 
(BSA), ki smo ga raztopili v dH2O v koncentracijah od 0 do 1,0 mg/ml po korakih 0,1 mg/ml. 
Koncentracije vzorcev EPS so bile 1,0 mg/ml ter 5,0 mg/ml. Bradfordov reagent vsebuje 
barvilo Brilliant Blue G, ki je v protonirani obliki in absorbira svetlobo pri valovni dolžini 465 
nm. Ko se povežeta barvilo in protein, je absorbcijski maksimum pri valovni dolžini 595 nm. 
V mikrotitersko ploščo smo najprej dodali 10 µl posameznih raztopin vzorca EPS ter raztopin 
BSA. Nato smo prilili 250 µl Bradfordovega reagenta, ki smo ga predhodno segreli na sobno 
temperaturo. Mikrotitrsko ploščo smo inkubirali na sobni temperaturi 15 minut. Koncentracijo 
proteinov smo določali z merjenjem absorbance pri 595 nm z optičnim čitalcem (Multi 
spectrum, Thermo Electron Corporation). 
 
3.2.4.2 Določanje vsebnosti proteinov z BCA proteinskim testom 
 
Pripravili smo umeritveno krivuljo s standardno raztopino govejega serumskega albumina 
(BSA) v koncentracijah 10,0; 8,0; 6,0; 4,0; 2,0; 1,0 in 0,5 mg/ml. Prav tako smo si v enakih 
koncentracijah pripravili raztopine standarda poliglutamata (poli-L-γ-glutaminska kislina 
natrijeva sol). Raztopine vzorcev EPS pa smo pripravili v koncentacijah 10 mg/ml in 5 mg/ml. 
dH2O je služila kot slepa kontrola. Pripravili smo si reagent iz 4 % raztopine bakrovega (II) 
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sulfat pentahidrata in raztopine bikinkonske kisline. Za pripravo BCA reagenta smo zmešali 
1 ml 4% raztopine bakrovega (II) sulfat pentahidrata in 49 ml bikinkonske kisline in tako 
pridobili 50 ml reagenta BCA. Cu
2+
 se reducira (Cu
1+
) glede na koncentracijo proteina, ki je 
prisotna. Bikinkonska kislina je visoko-specifičen reagent za Cu1+ in izoblikujeta kompleks z 
absorbanco pri valovni dolžini 562 nm. Zaradi te lastnosti je pomerjena absorbanca direktno 
proporcionalna koncentraciji proteina. V steklene viale s teflonskimi zamaški smo najprej 
dodali 50 µl vzorca EPS oz. standarda in nato prelili z 1 ml reagenta. Mešanico smo premešali 
na vrtinčnem mešalu, da se je vsebina dobro zmešala. Nato je sledila inkubacija 30 min na 
37 °C. Po inkubaciji smo ohladili viale na sobno temperaturo, prenesli vzorce na mikrotitersko 
ploščo in pomerili absorbanco pri valovni dolžini 562 nm z optičnim čitalcem (Multi 
spectrum, Thermo Electron Corporation). 
 
3.2.4.3 Določanje vsebnosti celokupnih sladkorjev  
 
Vsebnost sladkorjev smo določili z metodo, ki so jo opisali Cuesta in sod. (2003). Za 
umeritveno krivuljo smo uporabili glukozo. Raztopine smo ustrezno redčili, saj je zgornji prag 
metode pri 0,5 mM sladkorjev. Tako smo pripravili raztopine glukoze 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4 
in 0,5 mM.  Reakcijo smo izvedli v steklenih vialah (1,5 ml) s teflonskimi zamaški. Test smo 
začeli s 300 µl vzorca oz. standarda, kateremu smo dodali 150 µl 5 % (w/v) fenola.  Hitro smo 
premešali vsebino na vrtinčnem mešalu in dodali 750 µl koncentrirane žverplove (VI) kisline. 
Znova smo vsebino pomešali na vrtinčnem mešalu, vendar je moral biti ta čas enak prejšnjemu 
mešanju, saj je čas mešanja zelo pomemben faktor te metode (držali smo se intervala 5 s). 
Viale smo potopili v vodno kopel na sobni temperaturi, saj so se pri dodajanju koncentrirane 
žveplove (VI) kisline močno segrele. Nato smo vse vzorce ovili z alu folijo in potopili v vodno 
kopel na 100 °C za 20 min. Ker smo prej vse vzorce ohladili na sobno temperaturo in jih šele 
potem segrevali na 100 °C, je zagotovljeno, da se je pri vseh vzorcih enakomerno vršila 
reakcija s koncentrirano žveplovo (VI) kislino. Po končani inkubaciji smo ohladili viale v 
vodni kopeli na sobno temperaturo in nanesli vzorce na mikrotitersko ploščo (300 µl) ter 
izmerili optično gostoto pri 490 nm s pomočjo čitalca mikrotiterskih plošč (Multiskan 
spectrum, Thermo Electron Corporation). 
 
3.2.4.4 Določanje vsebnosti sladkorjev z Molisch-evim testom 
 
Za primerjavo z vzorcem EPS smo vzeli glukozo in naredili raztopine s koncentracijo 0,5; 0,1 
in 0,05 mg/ml. Raztopino vzorca EPS smo pripravili s koncentracijo 1 mg/ml. Uporabili smo 
reagent α-naftol in koncentrirano žveplovo (VI) kislino. V steklene epruvete smo dodali 
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500 µl vzorca EPS oz. glukoze in v vsako epruveto nekaj kapljic reagenta α-naftol. Nato smo 
previdno ob steklu vlili 1 ml koncentrirane žveplove (VI) kisline in previdno premešali. 
Sledila je barvna reakcija. 
 
3.2.4.5 Določanje vsebnosti nukleinskih kislin 
 
Količino nukleinskih kislin smo ocenili s spektrofotometrom Thermo Scientific Nanodrop 
1000. Vzeli smo 1 % raztopino EPS-a in pomerili absorbanco v UV-VIS spektru. Iz razmerja 
absorbance pri valovni dolžini 260 nm smo lahko preračunali, kolikšen delež predstavljajo 
nukleinske kisline v EPS. 
 
3.2.5 Visokoločljivostna tekočinska kromatografija (HPLC) 
 
Testirali smo vzorce EPS in kontrolne vzorce (Na-glutamat, poliglutamat, dH2O).  
 
Kolona: Kinetex 5u C18 100 Å (Phenomenex) 
 Velikost: 250 x 4,6 mm 
 Stacionarna faza: reverzna faza - C18 
 Delovno območje pH: 1,5 – 8,5  
 Temperatura: do 60 °C 
 Največji tlak: 1000 bar 
 
Kromatografski pogoji: 
 Mobilna faza: A – 25 mM KH2PO4 (pH=6,8); B – ACN : 2-propanol (75:25) 
 Volumen vzorca: 50 µl 
 Pretok: 1 ml/min  
 Temperatura kolone: 25 °C 
 Čas meritve: 65 min 
 
Detektorja: 
 Smartline RI detektor 2300/2400, KNAUER, Advanced Scientific Instruments 
 UV detektor K-2501, KNAUER, Advanced Scientific Instruments 
 
Za HPLC metodo smo vzorce EPS in kontrolne vzorce najprej hidrolizirali s 6 M 
klorovodikovo kislino (HCl). V stekleno vialo (1,5 ml) s teflonskim zamaškom smo dali 0,5 
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mg vzorca EPS oz. kontrolnega vzorca in prelili s 500 µl 6 M HCl. Da bi preprečili reakcije s 
kisikom smo zamenjali atmosfero s prepihovanjem z dušikom. Hidroliza je potekala 24 ur pri 
110 °C v pečici.  
 
Po 24 urah je bilo potrebno odstraniti HCl iz vzorcev. Vzorce EPS in kontrolne vzorce smo 
prenesli iz steklenih vial v 2 ml mikrocentrifugirke. Nato smo mikrocentrifugirke s 
termoblokom segreli do 50 °C in prenesli s stojalom v eksikator ter sušili pod vakuumom do 
popolnoma suhih mikrocentrifugirk. 
 
Derivatizacija (Akhlaghi in sod., 2015):  
 Derivatizacijski reagent (10 mM) 
Zmešali smo 3,25 mg DABS-Cl v 1 ml ACN ter mešali 5 min na vrtinčnem mešalu, da je 
raztopina postala bistra. 
 Pufer 
Pripravili smo 100 ml 50 mM raztopine NaHCO3 v MQ in umerili pH na 8,4.  
 Dilucijska raztopina 
Najprej smo pripravili 25 ml 50 mM raztopine NaHPO4 v MQ in umerili pH na 7,0. Nato 
smo počasi dodali raztopini 25 ml EtOH. 
 
Derivatizacija za 0,5 mg vzorca EPS oz. kontrolnega vzorca iz hidrolize:  
V 2 ml mikrocentrifugirko s posušenim vzorcem smo dodali 500 µl NaHCO3 in mešali 
vsebino na vrtinčnem mešalu 1 min. Nato smo centrifugirali 5 min pri 12.000 rpm, prenesli 50 
µl v novo stekleno vialo in dodali 50 µl NaHCO3 in 150 µl DABS-Cl v ACN. Mešanico smo 
ponovno mešali 1 min na vrtinčnem mešalu, nato vzorce inkubirali v pečici na 70 °C in jih 
vmes premešali na vrtinčnem mešalu po 5 min in 15 min inkubacije. Reakcijo smo zaustavili 
tako, da smo po inkubiranju vzorce prenesli na led za 2 min. V vialo smo na koncu dodali 250 
µl raztopine EtOH + Na2HPO4 in dobro premešali na vrtinčnem mešalu. 
 
 
3.2.5.1 Analiza EPS z visokoločljivostno tekočinsko kromatografijo HPSEC 
 
Izolirane vzorce EPS in kontrolne vzorce smo z uporabo tekočinske kromatografske tehnike 
ločili po velikosti. Uporabili smo tri zaporedno vezane kolone: 
 PSS Suprema Analytical 10.000 Å, ki ločuje molekule velikosti 10-106 Da 
 PSS Suprema Analytical 1,000 Å, ki ločuje molekule velikosti 100-106 Da 
 PSS Suprema Analytical 100 Å, ki ločuje molekule velikosti 100-105 Da 
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Lastnost kolon: 
 Velikost: 300 mm x 8,00 mm 
 Stacionarna faza: polihidroksimetakrilatni polimer 
 Delovno območje: pH: 1,5-13 
 Temperatura: do 80 °C 
 Največji pretok: 2 ml/min 
 Največji tlak: med 50 in 80 barov, odvisno od poroznosti kolone 
 
Kromatografski pogoji: 
 Mobilna faza: 0,05 M NaOH 
 Volumen vzorca: 112 µl 
 Pretok: 1 ml/min  
 Temperatura kolon: 35 °C 
 Čas meritve: 40 min 
 
Detektorja: 
 Smartline RI detektor 2300/2400, KNAUER, Advanced Scientific Instruments 
 UV detektor K-2501, KNAUER, Advanced Scientific Instruments 
 
Vzorce EPS in poliglutamata smo raztopili v 0,05 M NaOH ter vsem dodali fruktozo kot 
interni standard. Končne koncentracije vzorcev in internega standarda so bile 0,05 % (w/v). 
Vzorce smo pred vnosom na sistem centrifugirali (10.000 g, 10 min) in s tem odstranili večje 
delce, saj smo na sistemu odstranili predkolono. Razliko v retencijskem času zaradi 
odstranjene predkolone smo ugotovili s pomočjo umeritvene krivulje standardov dekstrana 
(priloga B), kjer je bila fruktoza tudi interni standard.  
 
Za izračun utežne povprečne molekulske mase (Mw), kjer je N število molekul, molekulsko 
maso kromatografskega vrha (Mp) pa izračunamo s pomočjo enačbe umeritvene krivulje 





Ʃ 𝑀𝑝𝑖 ∙ 𝑁𝑖
          … (2) 
 
V našem primeru pa je N povezan z intenziteto signala na detektorju (I). Refrakcijski indeks 
na detektorju je sorazmeren z masno koncentracijo, zato ga lahko zapišemo kot: 
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𝐼 = 𝑘 ∙  
𝑚
𝑉
           … (3) 
 
V enačbi 3 je k konstanta, ki pove koliko RIU je na koncentracijsko enoto. Masa vseh 
polimerov z določenim retencijskim časom, ki jih je N, pa je:  
 
𝑚 = 𝑀𝑝 ∙ 𝑁           … (4)  
 
Zato lahko iz enačbe (3) in (4) sestavimo: 
 
𝐼 = 𝑘 ∙ 𝑀𝑝 ∙  
𝑁
𝑉
          … (5) 
 
S pomočjo enačbe (5) spremenimo enačbo (2), da je ta primerna za izračun utežne povprečne 
molekulske mase (Mw), kjer je i indeks, ki označuje Mp polimera in njegovo intenziteto (I) ob 
določenem retencijskem času: 
 




          … (6) 
 
3.2.6 Nuklearna magnetna resonanca 
 
Strukturo izoliranega EPS materiala so določali z metodo nuklearne magnetne resonance 
(NMR) na Univerzi v Trstu (Oddelek za vede o življenju, prof. dr. Roberto Rizzo, Università 
degli Studi di Trieste). Za primerjavo smo kot standard v analizo vključili natrijevo sol poli-L-
γ-glutaminske kisline. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 PRIMERJAVA RASTI BAKTERIJSKIH SEVOV 
 
V delu smo spremljali rast dveh bakterijskih sevov Bacillus subtilis PS 216, katerih izrabljeni 
gojišči MMS sta se bistveno razlikovali v viskoznosti. Rastni krivulji obeh sevov v MMS 
gojišču, med 40 urno inkubacijo, sta prikazani na sliki 7. Ugotovili smo, da seva rasteta zelo 
podobno in med njima ni večjih razlik v hitrosti rasti, ki bi lahko razložile velike razlike v 
viskoznosti izrabljenega gojišča MMS. 
 
Slika 7: Reprezentativni rastni krivulji bakterijskega seva Bacillus subtilis PS 216 wt in viskozna mutanta 
bakterije Bacillus subtilis PS 216 srf-cfp (vm). 
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4.2 REOLOGIJA IZRABLJENEGA GOJIŠČA MMS 
 
Iz umeritvene krivulje viskoznosti glicerola (priloga A) smo z linearno regresijo pridobili 
enačbo za preračun časov potovanj kroglice v izrabljenih gojiščih MMS obeh sevov bakterije 
B. subtilis. Kot je razvidno iz slike 8, se med inkubacijo bakterijskega seva B. subtilis PS 216 
wt in viskozne mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp v izrabljenem gojišču MMS,  
kinematična viskoznost obeh sevov značilno razlikuje. S časom inkubacije se razlika med 
divjim sevom in viskozno mutanto bakterije B. subtilis povečuje. Po 41 urah inkubacije 
viskoznost gojišča MMS z viskozno mutanto bakterije B. subtilis pade na raven viskoznosti po 
15 urah inkubacije. Divji tip v enakem izrabljenem gojišču MMS ne kaže velikega povečanja 
viskoznosti, ne glede na čas inkubacije. 
 
Slika 8: Primerjava kinematične viskoznosti obeh sevov bakterije B. subtilis v izrabljenem gojišču MMS v 
odvisnosti od časa inkubacije (h). 
 
Slika 9 prikazuje meritve dinamične viskoznosti, ki smo jo opravili z reometrom Anton Paar 
(Modular Compact Rheometer MCR 302). Viskoznost izrabljenih gojišč MMS se med sevoma 
razlikuje pri različnih strižnih hitrostih. Pri končni strižni hitrosti (500 s-1) je razlika v 
viskoznosti 10 kratna. Poleg tega je prišlo pri viskozni mutanti bakterije B. subtilis tudi do 
spremembe viskoznega obnašanja. Pri strižni hitrosti okrog 7 s-1 se je psevdoplastičnost 
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materiala značilno spremenila. Ti rezultati kažejo, da viskozna mutanta verjetno izloča več 
drugačnega EPS, ki značilno poveča viskoznost gojišča MMS. 
 
Slika 9: Viskoznost v odvisnosti od strižne hitrosti za izrabljeno gojišče MMS bakterijskega seva Bacillus subtilis 
PS 216 wt in viskozno mutanto bakterije Bacillus subtilis PS 216 srf-cfp po 22 urah inkubacije. 
 
Viskozno obnašanje mutante bakterije B. subtilis smo preverili pri različnih pogojih gojenja. Z 
določanjem viskoznih krivulj smo merili viskozno obnašanje izrabljenih gojišč MMS po 13,5 
urah inkubacije tik pred prehodom v stacionarno fazo rasti. Pri viskozni mutanti (slika 10A in 
10B) je dodatek enostavnih sladkorjev in glutamata v osnovno gojišče MMS (glukoza) vplival 
na viskozne krivulje. Pri fruktozi in glutamatu je bila viskoznost izrabljenega gojišča zelo 
nizka. Viskozna krivulja kaže na Newtonsko obnašanje izrabljenih gojišč. Dodatek glukoze ali 
saharoze v gojišče je znatno povečal viskoznost izrabljenega gojišča in spremenil tokovno 
obnašanje. Še večje povečanje viskoznosti smo opazili pri dodatku glukoze in glutamata. Če 
so bile v zunajceličnem matriksu prisotne tudi bakterije (slika 10B) so bile viskozne krivulje 
kvalitativno primerljive gojiščem brez celic. Vendar so bile zaradi prisotnih bakterij in 
njihovih povezav z zunajceličnim matriksom visokoznosti značilno večje. Izrabljeno gojišče z  
fruktozo in glutamatom je bilo enako neviskozno, kot v primeru, ko so bile celice prisotne. Pri 
divjemu tipu bakterije B. subtilis (slika 10C in 10D) nobeno izrabljeno gojišče ni dosegalo 
takšne stopnje viskoznosti, kot v gojiščih z enakim virom ogljika z viskozno mutanto. Tudi v 
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razliko od mutante, glukoza ni spremenila viskoznega obnašanja v izrabljenem gojišču. 
Učinek je bil primerljiv viskoznosti na glutamatu in fruktozi. Če so bile prisotne celice divjega 
tipa (slika 10D) se je viskoznost glede na izrabljeno gojišče povečala ob dodatku glukoze, 
fruktoze ter glukoze in glutamata. 
 
 
Slika 10: Viskoznost v odvisnosti od strižne hitrosti za gojišče MMS (z različnimi viri sladkorja), po 13,5 urah 
inkubacije. A – v gojišču brez celic viskozne mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp.  B – s celicami 
viskozne mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp.  C – v gojišču brez celic divjega tipa bakterijskega seva B. 
subtilis PS 216 wt. D - s celicami divjega tipa bakterijskega seva B. subtilis PS 216 wt. 
 
Povečanje viskoznosti bi lahko bila posledica različnega prirasta biomase v različnih gojiščih. 
V preglednici 1 so prikazane optične gostote pri različnih dodatkih. V primerih, ko se 
viskoznost po dodatkih fruktoze in glutamata glede na sveže gojišče ni bistveno spremenila, je 
bila rast zelo slaba. V primerih, ko je bakterijska kultura dobro rasla je prišlo tudi do znatnega 





Izrabljeno gojišče MMS Izrabljeno gojišče MMS + celice 
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povečanjem biomase. Npr. pri viskozni mutanti v gojišču s saharozo in v gojišču z glukozo in 
glutamatom je bila optična gostota primerljiva (5.93 in 6.22), viskoznost pa se je razlikovala 
za 8,3-krat. Pri vseh gojiščih se OD650 poveča med 13,5 – 22 urah inkubacije. Le v primeru  
glukoza + glutamat pri viskozni mutanti opazimo zmanjšanje biomase. Prav tako iz slike 11, ki 
prikazuje EPS viskozne mutante B. subtilis PS 216 srf-cfp, izoliran iz gojišča MMS (glukoza), 
lahko trdimo, da same celice (v MQ vodi) nimajo zadostne viskoznosti, ki bi razložila 
izmerjeno viskoznost izrabljenega gojišča s celicami. Iz slike 11 lahko sklepamo, da celice 
pomagajo ustvariti boljšo povezavo med polimeri EPS, s tem pa se poveča viskoznost 
izrabljenega gojišča MMS. 
 
Preglednica 1: Meritve OD650 po 13,5 urah in 22 urah inkubacije bakterijskega seva B. subtilis PS 216 wt in 
viskozne mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp v gojiščih MMS z različnimi viri sladkorjev. 
 
 
Slika 11: Viskoznost v odvisnosti od strižne hitrosti za EPS s celicami, EPS brez celic in celice v MQ vodi iz 
izrabljenega gojišča MMS (glukoza) viskozne mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp po 13,5 urah gojenja. 
 
wt 216 vm wt 216 vm wt 216 vm wt 216 vm wt 216 vm
povprečje 4,64 5,17 6,12 6,22 5,29 5,93 0,19 0,34 0,27 0,40
stand. deviacija 0,55 0,49 0,24 0,73 0,18 0,34 0,01 0,06 0,14 0,25
povprečje 9,40 8,13 8,06 4,67 8,95 8,10 0,44 3,36 4,76 6,18
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Prelom krivulje pri prehodu iz režima z nizko strižno hitrostjo v režim z večjo strižno hitrostjo 
je prikazan v preglednici 2. Prehod je najbolj zamaknjen pri divjem sevu bakterije B. subtilis v 
gojišču s saharozo, tako v primeru ko so bile celice prisotne, kot v primeru brez celic, kar kaže 
na bolj stabilno mrežo. Pri gojišču MMS z glukozo ali fruktozo pri divjem tipu prehoda nismo 
zaznali, ker je šlo za Newtonsko obnašanje tekočine. Pri viskozni mutanti bakterije B. subtilis 
se je bistveno spremenilo obnašanje v gojišču MMS z glukozo, kjer se je povečala viskoznost 
in spremenilo tokovno obnašanje tekočine. V gojiščih MMS s saharozo oziroma v gojišču z 
glukozo in glutamatom, pa je viskozna mutanta imela manj prepleteno strukturo. Prisotnost 
celic je v večini primerov zmanjšala strižno silo pri kateri se je prehod izvršil. 
 
Preglednica 2: Strižna hitrost (1/s) na prelomu krivulj grafov rotacije različnih gojišč MMS. 
 
 
Kot je razvidno iz slike 12 je prisotnost bakterijskih celic omogočala večjo viskoznost 
izrabljenega gojišča. S centrifugiranjem je prišlo do zmanjšanja v viskoznosti izrabljenega 
gojišča. Največji efekt celic na viskoznost pri obeh bakterijskih sevih je bil pri gojišču MMS z 
glukozo in glutamatom. Ob prisotnih bakterijskih celicah je prišlo do preloma krivulje pri 




Slika 12: Primerjava viskoznosti merjenih gojišč z/brez celic pri strižni hitrosti 1s-1 po 13,5 urah gojenja 


























13,5 h / / 17 18 19 12,5 11 2,8 90 28 16 9 / / / /
22 h / 15 25 9 23 / / 37
vm 216 wt 216 vm 216
s/1
MMS glukoza MMS glukoza + glutamat MMS saharoza MMS fruktoza
wt 216 vm 216 wt 216 vm 216 wt 216
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Z daljšanjem časa inkubacije se je vpliv dodatkov v MMS gojišče nekoliko spremenil. Po 22 
urah inkubacije (slika 13) se je pri viskozni mutanti bakterije B. subtilis povečala viskoznost 
vseh izrabljenih gojišč MMS, z izjemo gojišča z glutamatom. Največjo razliko v viskoznosti 
glede na izrabljeno gojišče pred vstopom v stacionarno fazo smo opazili pri gojišču MMS s 
fruktozo, vendar se je tukaj tudi najbolj povečala celična masa skozi inkubacijo (OD650 = 0,46 
po 13.5 urah in OD650 = 6,24 po 22 urah). Pri divjemu tipu bakterije B. subtilis se viskoznost 
izrabljenih gojišč z daljšim časom inkubacije ni veliko povečala, izjema je bilo le izrabljeno 
gojišče MMS z glukozo. Izrabljena gojišča MMS z viskozno mutanto bakterije B. subitilis so 
bila po prehodu v stacionarno fazo v vseh poizkusih vedno bolj viskozna, kot izrabljena 
gojišča MMS z divjim tipom bakterije B. subtilis. 
 
 
Slika 13: Viskoznost v odvisnosti od strižne hitrosti za gojišče MMS + celice (z različnimi viri sladkorja), po 22 
urah inkubacije. A – viskozna mutanta bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp.  B – bakterija B. subtilis PS 216 wt. 
 
Viskoelastično obnašanje bakterijskih sevov po 13,5 urah inkubacije prikazuje slika 14. G' je 
elastična komponenta in G'' predstavlja viskozno komponento. Izrabljena gojišča MMS z 
glutamatom in fruktozo se obnašajo kot Newtonske tekočine. Elastične komponente pri teh 
gojiščih po 13,5 urah inkubacije nismo opazili. Pri izrabljenih gojiščih MMS z viskozno 
mutanto bakterije B. subtilis smo viskoelastičnost izmerili v gojiščih z dodano glukozo, 
saharozo in glukoza + glutamat (slika 14A in 14B). Izrabljena gojišča MMS z glukozo in s 
saharozo so se v linearnem viskoelastičnem območju obnašala kot viskoelastične tekočine. Pri 
izrabljenem gojišču MMS glukoza + glutamat je prišlo do sol/gel prehoda in nastajanja gelu 
podobnih struktur, kjer sta bila elastični in viskozni modul primerljiva po velikosti. Ob 
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Do porušitve strukture ob prisotnih celicah je prišlo pri večjih strižnih deformacijah. Pri 
meritvah izrabljenih gojišč MMS z divjim tipom bakterije B. subtilis smo ugotovili, da imajo 
viskoelastične lastnosti zgolj gojišči s saharozo in glukoza + glutamat (slika 14C in 14D). 
Izrabljeno gojišče z glukozo in glutamatom se je spremenilo in kazalo obnašanje 
viskoelastične tekočine. Poleg spremembe točke zloma strukture, se je spremenila tudi 
mehanska trdnost. Npr. pri izrabljenem gojišču MMS s saharozo, se je mehanska struktura 
divjega tipa značilno zmanjšala (slika 14C). Prisotnost celic je v splošnem povečala mehansko 
trdnost mreže. Npr. pri viskozni mutanti v izrabljenem gojišču MMS z glukozo se je elastični 
modul povečal za 30 %.  
 
 
Slika 14: Viskoelastičnost v odvisnosti od strižne deformacije (%) za izrabljena gojišča MMS (z različnimi viri 
sladkorja), po 13,5 urah inkubacije. A – v gojišču brez celic viskozne mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp.  
B – s celicami viskozne mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf- cfp.  C – brez celic bakterijskega seva B. subtilis 
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Po 22 urah inkubacije gojišč MMS z različnimi sladkorji smo preverili viskoelastične lastnosti 
gojišč (slika 15). Opazne so znatne spremembe pri gojiščih MMS z viskozno mutanto 
bakterije B. subtilis. Do sol/gel prehoda pri viskozni mutanti je prišlo tudi v primeru gojišča z 
glukozo. V gojišču s fruktozo in saharozo pa opazimo obnašanje značilno za viskoelastične 
tekočine. Pri izrabljenih gojiščih MMS z viskozno mutanto smo opazili večje vrednosti 
modulov G' in G'' in sicer pri gojiščih MMS z glukozo + glutamatom, saharozo, glukozo ter 
fruktozo. Le gojišče z glutamatom nima elastičnih lastnosti pri obeh bakterijskih sevih B. 
subtilis. Pri izrabljenih gojiščih MMS z divjim tipom bakterije B. subtilis (slika 15B) tudi 
opazimo manjši porast viskoelastičnih lastnosti gojišča, vendar ne pride do kvalitativne 
spremembe obnašanja glede na gojišče pred prehodom v stacionarno fazo. Gojišči MMS s 
saharozo in glukozo + glutamatom sta edini, ki imata viskoelastične lastnosti (G' in G''). 
Gojišča z glukozo, fruktozo in glutamatom pa kažejo le viskozne lastnosti (G'). 
 
 
Slika 15: Viskoelastičnost v odvisnosti od strižne deformacije (%) za gojišče MMS s celicami (z različnimi viri 
sladkorja), po 22 urah inkubacije. A – viskozne mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp.  B – bakterija B. 
subtilis PS 216 wt. 
 
4.3 KEMIJSKA ANALIZA ZUNAJCELIČNEGA MATERIALA 
 
Po 13,5 urah inkubacije bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp v gojišču MMS z glukozo smo 
izolirali EPS. Povprečno smo ob izolaciji pridobili 12 mg  ± 5 mg  EPS iz 25 ml gojišča MMS. 
Prav tako, smo hkrati v enakem gojišču gojili bakterijo B. subtilis PS 216 wt in poskušali 
izolirati EPS, vendar ga nikoli nismo pridobili. Pridobljeni EPS viskozne mutante bakterije B. 
subtilis smo analizirali s kemijskimi metodami. Analize so nam pokazale, da se v materialu 
nahaja okoli 10 % sladkorjev, približno 2 % proteinov in 0,6 % nukleinskih kislin (slika 16). 
A B 
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Ti rezultati nam niso podali odgovora na vprašanje, katera komponenta povzroča takšno 




Slika 16: Delež proteinov, sladkorjev in nukleinskih kislin v izoliranem zunajceličnem materialu viskozne 
mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp s pripadajočim deležem napake po 13,5 urah inkubacije v osnovnem 
gojišču MMS (z glukozo). 
 
4.4 HPLC ANALIZA EPS  
 
Z visokoločljivostno tekočinsko kromatografijo (HPLC) smo določili sestavo posameznih 
frakcij (slika 17). Po hidrolizi s 6M klorovodikovo kislino je bil retencijski čas izoliranega 
EPS materiala primerljiv z retencijskim časom hidrolizirane soli poli-L-γ-glutaminske kisline 
oziroma za glutaminsko kislino (aminokislina). Vrhovi vseh treh raztopin so imeli retencijski 
čas 29 – 30 min. Vrhovi, ki se izločijo ob 18 – 19 min pripadajo sredstvu, s katerim smo 
derivatizirali vzorce (DABS-Cl). Dobljeni kromatogrami kažejo, da je izoliran EPS material 
zelo verjetno PGA. 
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Slika 17: Primerjava retencijskih časov raztopin glutamata, standarda PGA in izoliranega EPS viskozne mutante 
bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp (iz osnovnega gojišča MMS) s HPLC analizo. 
 
4.4.1 HPSEC analiza 
 
S HPSEC analizo smo primerjali velikost polimera izoliranega EPS s standardom L-γ-PGA 
natrijeva sol in dobili kromatogram na sliki 18. Glede na retencijske čase smo lahko sklepali, 
da ima EPS večjo molekulsko maso, kot jo ima standard poli-L-γ-glutaminska kislina natrijeva 
sol, saj se je EPS polimer izločil prej iz kromatografske kolone. Pri obeh 0,05 % raztopinah 
smo uporabili, kot interni standard, fruktozo z retencijskim časom 30,4 min. Tako smo vedeli, 
da naprava dobro deluje in je vzorec šel čez kolono. Iz umeritvene krivulje standardov 
dekstranov različnih molekulskih mas (priloga B), smo pridobili enačbo za izračun Mp EPS 
vrha. 
 
S pomočjo enačbe (6) smo izračunali Mw = 7,8 ∙ 106 Da za kromatografski vrh vzorca EPS. Z 
enakima vzorcema smo izvedli rotacijski test in jima pomerili viskoznost. Slika 19 potrjuje 
malo večjo viskoznost izoliranega EPS viskozne mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp iz 
osnovnega gojišča MMS od standarda poli-L-γ-glutaminska kislina natrijeva sol. 
  
Juršič N. Opis reoloških lastnosti rabljenega gojišča mutante Bacillus subtilis PS 216.  36 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
 
Slika 18: HPSEC analiza raztopine standarda L-γ-PGA natrijeva sol in izoliranega EPS viskozne mutante 




Slika 19: Primerjava viskoznosti 0,05 % raztopine izoliranega EPS viskozne mutante bakterije B. subtilis PS 216 
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4.5 NMR 
 
Izolirani zunajcelični material smo analizirali tudi z NMR spektroskopijo (slika 20). Analiza je 
potrdila, da je izoliran EPS res poliglutamat. Manjši kromatogramski vrhovi, ki se nahajajo na 
kromatogramu EPS polimera in se razlikujejo od standarda L-γ-PGA natrijeva sol, so verjetno 
posledica večjega ostanka glukoze v gojišču MMS ob izolaciji EPS polimera (priloga C). Ta 
se obori skupaj z EPS materialom ob dodatku etanola. 
 
Slika 20: Analiza z NMR tehniko. Primerjava izoliranega EPS viskozne mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-
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5 RAZPRAVA  
 
V magistrskem delu smo preučevali reološke lastnosti izrabljenega gojišča MMS mutante 
bakterije B. subtilis ter lastnosti zunajceličnega materiala EPS, ki ga mutanta proizvaja v tem 
gojišču. Kemijska sestava EPS materialov bakterij B. subtilis se že dalj časa raziskuje in je 
dokaj dobro poznana (Marvasi in sod., 2010; Dogsa in sod., 2013). Reologija bakterijskega 
EPS materiala, kot tudi reologija gojišč v katerih so gojene bakterije, pa je slabše poznana. V 
tem delu smo proučevali mutanto bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp, ki v večji količini izloča 
EPS material v gojišče MMS in vidno spremeni viskoznost gojišča. Osredotočili smo se na 
preučevanje reologije samega gojišča MMS (brez in z bakterijskimi celicami), proučevali smo 
katere snovi v gojišču spodbudijo nastanek EPS materiala, ter poskušali kemijsko 
okarakterizirati EPS material.  
 
Najprej smo določili rastno krivuljo mutante Bacillus subtilis PS 216 srf-cfp in jo primerjali z 
divjim tipom Bacillus subtilis PS 216 med gojenjem v gojišču MMS (slika 7). Bistvenih razlik 
v rasti med viskozno mutanto in divjim tipom bakterije B. subtilis nismo opazili. Vendar smo 
z mikroskopom opazili, da so bakterijske celice po končani inkubaciji vpete v EPS material. V 
nadaljevanju smo s pomočjo mikroskopa ugotovili primeren čas, ko smo celice še ločili od 
gojišča in EPS materiala s centrifugiranjem, kar je omogočilo ločeno proučevanje EPS in 
vpliva celic na reološke lastnosti. Opazili smo, da se celice lahko še ločijo od matriksa po 13,5 
h, kar se je ujemalo z opažanji raziskovalcev Richard in Margaritis (2003), da nastopi največja 
viskoznost gojišča, v katerega izloča bakterija B. subtilis PGA, v pozni eksponentni oz. 
zgodnji stacionarni fazi.  
 
Rezultati kinematične viskoznosti (slika 8) so pokazali veliko povečanje viskoznosti 
izrabljenega gojišča MMS, v katerem se je nahajala mutanta bakterije B. subtilis. Največjo 
viskoznost smo izmerili po 24 urah inkubacije, in sicer 258 mPa∙s, kar je primerljivo z 
viskoznostjo 90 % glicerola. Po 41 urah gojenja smo opazili spremembo v viskoznosti gojišča, 
saj je le to postalo bolj tekoče. Za bakterijske polimere velja, da jih bakterije ob pomanjkanju 
hranil v okolju lahko razgradijo nazaj v osnovne gradnike ter uporabijo kot vir ogljika in 
dušika (More in sod., 2014). To je skladno z našimi opažanji, saj se je viskoznost gojišča po 
41 h gojenja znižala, s tem pa lahko sklepamo, da je prišlo do razgradnje EPS v gojišču.  
 
Sestava EPS, ki vpliva na viskoznost gojišča, je odvisna od dostopnih virov ogljika za 
bakterije (Wilking in sod., 2013; Kreyenschulte in sod., 2014; Persat in sod., 2015). Med 
najbolj poznanimi biopolimeri bakterije B. subtilis so EPS A-O, TasA, TapA, PGA in levan 
(More in sod., 2014). Buescher in Margaritis (2007) ter de Cesaro in sod. (2014) navajajo, da 
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če ima bakterija B. subtilis na voljo aminokislino glutamat (ob zadostni prisotnosti virov 
ogljika in dušika) lahko sproži proizvodnjo polimera PGA, saj glutamat predstavlja gradbene 
enote za PGA. Bakterija B. subtilis proizvaja levan v bogatem gojišču s saharozo, kot virom 
ogljika (Dogsa in sod., 2013). Preverili smo nastanek obeh polimerov (slika 10). Nastanek 
PGA smo spodbudili z dodatkom glutamata v gojišče MMS, nastanek levana pa z dodano 
saharozo v gojišče MMS. Pri dodatkih obeh virov smo opazili povečanje viskoznosti gojišč 
MMS pri obeh sevih bakterije B. subtilis, kar bi lahko pomenilo, da so se podaljšale verige 
biopolimerov oz. se je povečala molska masa zunajceličnih polimerov v EPS, ali pa se je samo 
nakopičila večja količina EPS v gojišču. Oba seva bakterije B. subtilis sta saharozo uspešnejše 
izkoristile za tvorbo EPS, kot pa glukozo. V primeru dodatka glutamata in glukoze v gojišče 
MMS, je bil efekt proizvodnje EPS največji med vsemi gojišči pri obeh sevih bakterije B. 
subtilis. Kreyenschulte in sod. (2014) navajajo, da je dodatek glutamata v gojišču nujen za 
proizvodnjo PGA, zato smo pričakovali tak odziv pri divjem tipu bakterije B. subtilis.  
 
Obstajajo pa tudi bakterijski sevi (B. subtilis C1 in B. subtilis C10), ki lahko proizvajajo PGA 
brez dodatka glutamata (Kreyenschulte in sod., 2014; Ogunleye in sod., 2015). Viskozna 
mutanta bakterije B. subtilis je tvorila EPS v MMS gojišču z glukozo. To nakazuje, da lahko 
proizvaja PGA tudi brez dodanega glutamata.  To je s stališča velikih industrijskih proizvodenj 
polimera PGA, kot poročajo Ogunleye in sod. (2015), velika prednost pred drugimi sevi 
bakterij, ki potrebujejo glutamat v proizvodnem gojišču, saj se znižajo stroški vhodnih 
surovin. Z dodatkom glutamata v gojišče z glukozo se je viskoznost in elastičnost še dodatno 
povečala.  
 
Celice so imele vpliv na reološko obnašanje bakterijskih suspenzij. Zhao in sod. (2015) trdijo, 
da je za bakterije značilna dvojna plast EPS-a, kjer je ena plast šibko vezana na celice (LB-
EPS), druga pa tesno (TB-EPS). Tako so tudi pri naših reoloških meritvah celice navidezno 
povečevale viskoznost gojišča MMS. Vendar, po naših opazovanjih sodeč (preglednica 2), se 
je pričel razpad mreže (induciran s strigom) pri nižjih strižnih hitrostih, kot v primeru 
izrabljenih gojiščih brez celic. To nakazuje, da je imelo samo izrabljeno gojišče MMS (brez 
celic) bolj stabilne povezave med polimernimi verigami. Po 22 urah gojenja smo lahko 
opazovali povečanje viskoznosti na račun večje molekulske mase oz. koncentracije EPS-a in 
hkrati povečanja biomase (slika 13).  
 
Pri viskozni mutanti smo v gojišču z glukozo in glutamatom opazili prehod bakterijske 
suspenzije v sol/gel stanje (slika 14). Pri ostalih gojiščih z viskozno mutanto so se bakterijske 
suspenzije oziroma EPS obnašale kot viskoelastične tekočine v linearnem viskoelastičnem 
območju (G'' > G'). Z zamenjavami vira ogljika smo opazovali, kateri viri so povečali 
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kompaktnost »mreže« EPS in ugotovili, da se pri gojišču MMS glukoza + glutamat z viskozno 
mutanto bakterije B. subtilis počasneje izgublja elastična komponenta (G'), kot pri gojišču 
MMS le z glukozo. Z gojenjem bakterij do 22 ure (slika 15) smo opazili povečanje 
viskoelastičnih lastnosti pri vseh izrabljenih gojiščih MMS z viskozno mutanto bakterije B. 
subtilis, razen pri gojišču z glutamatom.  
 
Da bi določili EPS material, ki ga je viskozna mutanta bakterije B. subtilis izločala v osnovno 
gojišče MMS (z glukozo), smo le tega izolirali in analizirali z različnimi kemijskimi testi. S 
kemijskimi testi smo pokazali, da EPS sestavljajo proteini, polisharidi in nukleinske kisline 
(slika 16). Poznano je, da γ-PGA izdeluje veliko bakterij rodu Bacillus (More in sod., 2014). 
Zato smo v EPS poskušali določiti prisotnost PGA. Rezultati HPLC so pokazali, da je v EPS 
materialu najverjetneje prisoten PGA (slika 17). Ker je bila viskoznost izrabljenega gojišča z 
izoliranim EPS materialom pri reoloških meritvah zelo visoka, nas je zanimala velikost PGA 
polimera. HPSEC analiza je pokazala (slika 18), da ima PGA v EPS višjo molekulsko maso, 
kot je pri standardu γ-PGA, približno 7,8 ∙ 106 Da (v gojišču MMS z glukozo). To je po 
pričakovanjih za bakterijo B. subtilis sp., ki proizvaja PGA molekulske mase v območju 105 – 
10
6
 Da (Bajaj in Singhal, 2011). Dodatno informacijo smo pridobili tudi z rotacijskimi testi 
0,05 %  vzorcev izoliranega EPS in standarda PGA (slika 19), kjer izoliran EPS viskozne 
mutante kaže višjo viskoznost od standarda PGA skladno z rezultatom iz  HPSEC analize. Do 
in sod. (2001) poročajo o izolaciji PGA pri nižjih pH. V poskusih z izoliranim EPS viskozne 
mutante bakterije B. subtilis PS 216 srf-cfp z zakisanjem gojišča MMS na pH = 3 (priloga D) 
kažejo, da se EPS materiala izolirana pri različnih pH vrednostih razlikujeta, kar kaže, da ima 
pH pomemben vpliv pri izolaciji EPS. Da viskozna mutanta res izdeluje polimer γ-PGA, smo 
potrdili z NMR. 
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6 SKLEPI 
 
 Gojišče MMS v katerem gojimo mutanto bakterije Bacillus subtilis PS 216 srf-cfp je 
signifikantno bolj viskoelastično, kot gojišče divjega tipa bakterije B. subtilis PS 216 
wt. 
 V EPS, ki ga prekomerno proizvaja mutanta v gojišču MMS z glukozo, je prisoten -
PGA. 
 Z dodatkom aminokisline glutamata v gojišče MMS z glukozo spodbudimo 
proizvodnjo EPS tako pri viskozni mutantni kot pri divjem tipu, izrabljeno gojišče 
postane bolj viskoelastično. 
 Ob daljšem gojenju bakterij v stacionarni fazi v gojišču MMS, le-te razgradijo 
zunajcelični material in s tem povzročijo zmanjšanje viskoelastičnosti gojišča MMS. 
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7 POVZETEK 
 
Bakterija Bacillus subtilis se v naravnih habitatih najpogosteje pojavi v obliki biofilma, čeprav 
lahko živijo celice tudi v prosto plavajoči obliki. Biofilm sestavijo bakterije s sintezo različnih 
zunajceličnih polimernih snovi (EPS), v katerega so potem vpete celice. Katere EPS proizvaja 
bakterija B. subtilis, je odvisno od virov, ki jih ima na voljo v naravi ali gojišču v laboratoriju. 
Poznano je, da bakterija B. subtilis v bogatem gojišču z aminokislino glutamatom lahko 
sintetizira polimer poliglutamat (-PGA), medtem ko v gojišču bogatem s saharozo proizvaja 
levan. Oba lahko sestavljata EPS, vendar mu dajeta različne lastnosti. PGA ima zelo izrazite 
viskoelastične lastnosti, zato je tudi zelo uporaben polimer v vsakdanjem življenju 
(biorazgradljiva plastika, flokulanti, živilski dodatek, zgoščevalec, itd.). Levan je večinska 
strukturna komponenta biofilma, vendar pa ne odraža viskoelastičnega obnašanja. Zakaj bi 
bakterija proizvajala viskoelastičen EPS? 
 
V delu smo poskušali raziskati pojav sinteze nenavadno velike količine EPS s strani mutante 
bakterije Bacillus subtilis PS 216 srf-cfp v gojišču MMS. S pomočjo reometra smo opravili 
meritve viskoznosti in elastičnosti izrabljenih gojišč MMS (z različnimi viri ogljika) z 
viskozno mutanto Bacillus subtilis PS 216 srf-cfp ter prav tako z izrabljenim gojišči divjega 
seva bakterije Bacillus subtilis PS 216 wt. Rezultati nakazujejo, da je viskozna mutanta 
bakterije Bacillus subtilis PS 216 srf-cfp eden izmed tistih bakterijskih sevov, ki za izdelavo 
PGA ne potrebujejo aminokisline glutamat. Takšni bakterijski sev so zelo zanimivi za 
industrijsko proizvodnjo PGA. Z dodatkom aminokisline glutamata v gojišče smo opazili 
največje razlike v viskoelastičnosti izrabljenih gojišč MMS z glukozo, pri obeh bakterijskih 
sevih B. subtilis. 
 
Izolirali smo EPS in pokazali na prisotnost proteinov, polisaharidov in nukleinskih kislin. S 
HPLC metodo smo pokazali na podobnost polimeru PGA. Da viskozna mutanta Bacillus 
subtilis PS 216 srf-cfp v gojišču MMS sintetizira -PGA, smo potrdili z NMR. 
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GLICEROL 90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10% dH2O 
čas (min) 3,19 1,00 0,46 0,25 0,16 0,09 0,07 0,06 0,05 0,05 
Viskoznost 
(cP) pri ST 
141,47 44,42 20,37 11,22 7,00 4,21 3,05 2,56 2,34 2,03 
 
Priloga A: Viskoznost glicerola (cP) v odvisnosti od časa potovanja kroglice. 
  























y = 44,4x 
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vrha - Mp [Da] 
5 18,8 2,21 x 10
6
 
4 20,8 4,01 x 10
5
 
3 22,5 1,24 x 10
5 
2 26,5 9900 
1 28,9 1080 
fruktoza 30,4 180 
 
Priloga B: Umeritvena krivulja HPSEC standardov dekstrana (Sretenović, 2015). 
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Priloga C: Primerjava NMR spektra izoliranega EPS z NMR spektrom standarda glukoze 
(Oddelek za vede o življenju, prof. dr. Roberto Rizzo, Università degli Studi di Trieste). 
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Priloga D: Primerjava viskoznosti v odvisnosti od strižne hitrosti (1/s) različno izoliranega 



























 EPS izoliran z zakisanjem (pH=3)
 EPS izoliran brez zakisanja
1%
